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ABSTRACT

Chemically modified nucleotides, which are not normally present in genetic mate-
rial, are called DNA adducts. This type of DNA modifications (damage) is directly related
to processes of mutagenesis and carcinogenesis. Elevated levels of DNA adducts present
in genetic material reflect exposure of humans to carcinogenic factors and are markers
of increased risk of cancer [1]. For this reason different methods useful for quantitative
and qualitative analyses of DNA adducts are used in the field of cancer prevention and
research (Tab. 1). Enzymatically-catalyzed methylation of cytosine, observed mostly in
so called CpG islands, is a frequent endogenous modification of genetic material. Such
a DNA methylation is a key factor involved in regulation of gene expression, and methyla-
tion status of oncogenes and tumor supressor genes is an important biomarker of carci-
nogenesis. As such, analytical methods for assessment of DNA methylation are of great
importance for molecular diagnostics of cancer.

During the last decade significant progress has been made in methods available for
quantitative, qualitative and structural analyses of biological molecules. Among inten-
sively developed tools for bioanalyses are methods of mass spectrometry. Spectrometers
that are based on two methods of ionization, namely electrospray ionization (ESI) [30]
and matrix-assisted laser desorption-ionization (MALDI) [48], are particularly suitable
for analyses of biological macromolecules: proteins and nucleic acids. Currently avail-
able mass spectrometers, together with microscale methods for sample preparation and
separation, significantly increased sensitivity and accessible mass range of analyses. New
generation of “user-friendly” instruments is developed to bring the techniques directly
into the workplaces of biological and clinical investigators.

This review demonstrates representative examples of mass spectrometry techniques
used for qualitative analyses of nucleotide modifications and adducts present in genetic
material of humans. In this field several methods base on spectrometers with electrospray
ionization. Generated ions are separated according to their mass-to-charge ratio in an ana-
lyzer by electric fields; among different ion analyzers frequently used in this methods
are single or triple quadrupole and ion traps (Fig. 1). Among other methods available
for assessment of DNA adducts is so called Accelerator Mass Spectrometry (Fig. 2) [41].
The most frequently applied method for the assessment of DNA methylation is based on
methylation-specific PCR reaction. Products of such PCR reactions are analyzed using
MALDI mass spectrometry [54] (Fig. 3). In summary, new powerful methods of mass
spectrometry that made available qualitative analyses of damage and modifications of
human genetic material found their important place in modern biological and medical
laboratories.

Keywords: carcinogenesis, molecular diagnostics, mass spectrometry, nucleotides, DNA
damage, DNA adducts, DNA methylation

Stowa kluczowe: kancerogeneza, diagnostyka molekularna, spektrometria mas, nukleo-
tydy, uszkodzenia DNA, addukty DNA, metylacja DNA
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1. ADDUKTY DNA I ICH ZNACZENIE BIOLOGICZNE

Uszkodzenia struktury DNA bedace wynikiem kowalencyjnej modyfikacji
struktury chemicznej puryn i pirymidyn nazywane s adduktami DNA. Szacuje
sie, ze ok. 90% zwiazkow chemicznych uwazanych za mutagenne lub kancerogenne
posiada zdolnos¢, bezposrednio lub po modyfikacji metabolicznej, wigzania z DNA
i tworzenia adduktéow [1]. Zwigzki chemiczne, ktore powodujg relatywnie proste
zmiany w DNA, takie jak przytaczenie grupy alkilowej czy metylowej, sa opisywane
jako zwiazki alkilujace. Do zwigzkéw alkilujacych badanych najszerzej w kontekscie
procesu nowotworzenia naleza m.in. chlorek winylu, akroleina czy akrylonitryl.
Addukty DNA tworzy wiele zwigzkéw zawierajacych pierscienie aromatyczne takie
jak aminy aromatyczne (aryloaminy, np. 4-aminobifenyl czy 2-aminofluoren) i wie-
lopierscieniowe weglowodory aromatyczne (np. alfa-benzopiren). Zwiazki arylujace
wymagaja zazwyczaj tzw. aktywacji metabolicznej do form mogacych oddzialywa¢
z DNA, ktdre to reakcje katalizowane sg przez oksydazy z rodziny cytochroméw
P-450 [2]. Do adduktéw DNA zalicza si¢ rowniez uszkodzenia oksydacyjne induko-
wane przez tzw. reaktywne formy tlenu (ROS), czyli m.in. rodniki wodorotlenowe,
tlen singletowy, nadtlenek wodoru czy nadtlenoazotyn, cz¢sto bedace produktami
metabolizmu wewnatrzkomorkowego. Réwniez swiatto UV powoduje powstawanie
adduktow DNA (tzw. fotoadduktéw), do ktorych naleza przede wszystkim cyklobu-
tanowe dimery tymidynowe [3]. Wiadomo, ze wysoki poziom adduktéw DNA zwig-
zany z behawioralna (np. palenie tytoniu), Srodowiskowg lub zawodowa ekspozycja
na czynniki mutagenne jest waznym czynnikiem ryzyka choréb nowotworowych,
m.in. rakéw skory, pluc, watroby i trzustki [4-7].

W strukturze puryn i pirymidyn obecnych jest 17 potencjalnych miejsc powsta-
wania adduktéw, majacych charakter centréw nukleofilowych. Alkilacji moze ulec
réwniez grupa OH reszty fosforanowej w obrebie szkieletu DNA. Reaktywno$¢
poszczegdlnych miejsc zalezy od chemicznej natury czasteczki, nukleofilowosci
poszczegdlnych miejsc i efektow sterycznych [8-10]. Rysunek 1 przedstawia miejsca
pierscienia guaniny, w ktorych moga powstawa¢ addukty indukowane przez rézne
czynniki chemiczne.

Powstaly addukt DNA moze zmienia¢ strukture przestrzenng i wlasciwosci
tizyczne nici DNA, a miejsce uszkodzenia moze nie by¢ prawidlowo rozpoznane
przez enzymy replikujagce DNA lub czynniki transkrypcyjne [8]. Addukty DNA
powstale w wyniku dzialania kancerogendw lub reaktywnych form tlenu s3 uwazane
za pierwszy etap w inicjacji rozwoju nowotworu. Obecnos¢ adduktu DNA moze
prowadzi¢, na przyklad w skutek bledu replikacji DNA w jego poblizu, do muta-
cji punktowych, najczesciej o charakterze substytucji lub delecji. Mechanizmami
obronnymi komdrki umozliwiajacymi usuniecie adduktéw i odtworzenie prawidto-
wej struktury DNA s3 mechanizmy naprawy DNA [11]. Zdolnos$¢ adduktéow DNA
do indukcji mutagenezy i kancerogenezy zalezy od ich struktury chemicznej, sta-
bilnosci i zdolnosci do rozpoznania uszkodzenia przez enzymy naprawiajagce DNA.
Struktura przestrzenna danego fragmentu DNA lub kontekst lokalnej sekwencji ma
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wplyw na poziom naprawy uszkodzonego nukleotydu lub powstania zle sparowa-
nych zasad w trakcie replikacji DNA [12, 13].
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Rysunek 1. Miejsca tworzenia adduktéw w nukleotydzie deoksyguanozynowym
Figure 1. Sites of adduct formation in deoxyguanine nucleotide

2. METODY WYKORZYSTYWANE DO ANALIZY ADDUKTOW DNA

Addukty DNA powstajg in vivo w relatywnie niewielkich ilo$ciach, a wiekszos¢
z nich jest bardzo szybko usuwana z komoérki. Szacuje si¢, ze w genomie pojedynczej
komorki mozna znalez¢ jeden addukt na 10° do 10° nukleotydow. Dlatego tez tech-
niki stuzgce do ich analizy musza spetnia¢ okreslone wymagania, z ktérych najwaz-
niejszym jest wysoka czulo$¢ umozliwiajagca wykrywanie ich nawet w bardzo nis-
kich stezeniach. Optymalne techniki analityczne powinny réwniez wykorzystywac
niewielkg ilo$¢ materiatu, pozwala¢ na okre$lenie wielu klas adduktow i umozliwiaé
szybka analize wielu probek.

Czynnikiem najmocniej ograniczajacym mozliwo$¢ badania adduktéw w ludzkim
DNA jest zazwyczaj jego niewielka ilos¢ dostepna do analiz. Jedynie niektére addukty
DNA moga by¢ analizowane w sposob nieinwazyjny, tak jak 8-oksoguanozyna, kto-
rej obecnos¢ w moczu jest wynikiem enzymatycznej naprawy DNA [14]. W stan-
dardowych procedurach DNA do oznaczen adduktéw izolowane jest z komorek,
zazwyczaj z biatych cialek krwi, tozyska lub wymazu z jamy ustnej. Przy pobieraniu
materiatu nalezy zwré6ci¢ uwage na moment pobrania probki, poniewaz addukty
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moga zosta¢ usunig¢te z materialu genetycznego komorek juz w krétkim czasie
po ekspozycji na czynnik uszkadzajacy. W badaniach populacyjnych najczesciej
wykorzystywanym materialem jest DNA uzyskany z limfocytow krwi obwodowe;.
Z limfocytéw otrzymanych z 1 ml krwi izoluje si¢ 20-40 pg DNA. Tak wiec metody
analityczne wykorzystywane do badan adduktéw DNA powinny mie¢ czuto$¢ i spe-
cyficzno$¢ umozliwiajaca wykrywanie jednego adduktu na 10°-10° nie zmodyfiko-
wanych nukleotydéw uzywajac przy tym niewielkiej ilosci DNA (rzedu 10-100 pg)
[10].

Badania adduktéw DNA przeprowadza si¢ obecnie wieloma technikami anali-
tycznymi, jednakze kazda z nich ma swoje ograniczenia w zakresie czulo$ci, ilosci
wymaganego materialu, swoistosci czy mozliwosci automatyzacji. Tabela 1 zawiera
poréwnanie czulosci szeregu technik analitycznych wykorzystywanych do analizy
adduktow DNA. Nalezy zwroci¢ uwage, ze w zaleznosci od stosowanej metody,
addukty moga by¢ analizowane w trzech réznych formach: zasad azotowych, nukle-
ozydéw i nukleotydow. Metoda pozwalajaca na wykrywanie wszystkich tych trzech
form jest immunodetekcja, natomiast metoda enzymatyczna (tzw. **P-postlabeling)
wymaga jako substratu deoksynukleotydéw w postaci 3’-monofosforanéw.

Tabela 1. Poréwnanie czulosci technik wykorzystywanych do analizy adduktéw DNA
Table 1. Comparison of sensitivity of different techniques used for analysis of DNA adducts

Metoda Maksymalna czulos¢ Potrzebna ilo$¢
(addukt/nukleotyd) DNA (pg)
HPLC z detekeja elektrochemiczng lub fluorescencyjng 1/108 1-100
Immunodetekcja z wykorzystaniem swoistych przeciwcial 1/10% 1-200
2P-postalabeling 1/10% 1-10
Spektrometria mas 1/10% 10-100
Akceleratorowa spektrometria mas 1/10" 10-2000

Metoda enzymatycznego znakowania zmodyfikowanych nukleotydéw radio-
aktywnym fosforem (tzw. **P-postlabeling) jest szeroko wykorzystywana metoda
detekcji adduktéow DNA ze wzgledu na tatwos$¢ wykonania, czutos¢ i zdolnos¢
wykrywania réznych rodzajéw adduktéw, przede wszystkim wywolywanych przez
policykliczne weglowodory aromatyczne. Metoda ta pozwala na identyfikacje jed-
nego adduktu na 10°-10" nukleotydéw i wymaga niewielkiej ilo§ci DNA (1-10 pg).
Wada metody jest praca z duzymi ilo$ciami substancji radioaktywnych, czasochion-
no$¢ i niewielka mozliwos¢ automatyzacji. W przypadku braku wewnetrznego
standardu, na podstawie ktérego okresla si¢ wydajnos¢ znakowania, oznaczania
ilosciowe maja jedynie orientacyjny charakter. Metoda ta nie daje rowniez infor-
macji o strukturze adduktow, a ztozone wzory adduktow i obfito§¢ zmian wykry-
wanych w DNA powodujg niepewnos¢ co do identyfikacji pozadanych adduktow.
W metodzie **P-postlabeling wyznakowane nukleotydy rozdziela si¢ chromatogra-
ficznie w chromatografii cienkowarstwowej (TLC; detekcja nastepuje dzieki auto-
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radiografii) lub wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem
radioaktywnosci [15, 16]. Chromatografia HPLC sprzezona z detektorami elektro-
chemicznymi wykorzystywana jest do wykrywania uszkodzen oksydacyjnych (np.
8-oksoguaniny), a sprzezona z detektorami fluorescencji do wykrywania adduktow
aromatycznych. W obu tych przypadkach czuto$¢ metody jest jednak znacznie niz-
sza niz w przypadku detektorow radioaktywnosci, a oznaczane moga by¢ w ten spo-
sob jedynie niektore typy adduktéw DNA. Innymi metodami wykorzystywanymi do
detekeji znanych typéw adduktéw DNA sa metody immunologiczne, na przyktad
immunohistochemia lub ELISA. Metody te pozwalaja na detekcje jednego adduktu
na 10°-10® nukleotydéw, a stosowane sg do analizy fotoadduktéw, adduktéw aroma-
tycznych i uszkodzen oksydacyjnych. Wada metod immunologicznych jest czesto
niewielka swoisto$¢ stosowanych przeciwcial i duza ilo§¢ wymaganego materiatu
[17-20].

Poniewaz kazda z wspomnianych wyzej metod posiada szereg wad, trwaja
proby przystosowania i wykorzystania do badania adduktéw DNA nowych fizyko-
chemicznych metod analitycznych. Jedng z takich metod jest spektrometria mas,
a przyklady jej zastosowania do badania modyfikacji struktury nukleotydéw omo-
wione sg w dalszej czgsci pracy.

3. METODY SPEKTROMETRII MAS WYKORZYSTYWANE DO ANALIZY
MODYFIKACJI NUKLEOTYDOW

Istota spektrometrii mas polega na rozdzielaniu zjonizowanych czastek ze
wzgledu na warto$¢ stosunku masy - m do fadunku - z (m/z). Wysokorozdzielcze
spektrometry mas umozliwiajg wyznaczenie masy czasteczkowej z dokladnoscig
0,01-0,001%, co umozliwia okreslenie skladu elementarnego analizowanego jonu.
Typowy spektrometr mas skltada sie z komory jonizacyjnej, analizatora i detektora,
sprzezonych z komputerowym systemem kontroli oraz rejestracji i analizy danych.
Poniewaz modyfikacje zasad azotowych skutkujg zmiang masy, moga by¢ one tatwo
wykrywane za pomoca wielu typow spektrometréw masowych [21]. Kazdy spektro-
metr w zalezno$ci od swojej budowy wymaga innych metod przygotowania probki,
wykorzystuje rézne techniki jonizacji, metody rozdziatu i analizy jonéw. W przy-
padku analizy modyfikowanych 2’-deoksynukleozydéw przed analizg na spektro-
metrach mas niezbedna jest enzymatyczna obrébka i oczyszczenie preparatow
DNA. Preparaty DNA trawione sa do nukleozydéw za pomoca endo- i egzodeok-
syrybonukleaz, fosfodiesteraz i fosfataz [22-24]. Uzyskana mieszanina normalnych
i zmodyfikowanych nukleozydéw moze by¢ nastepnie rozdzielana chromatograficz-
nie dla podwyzszenia czulosci detekgji [9, 25]. Weczesne prace z wykorzystaniem
spektrometrii mas do analizy modyfikacji nukleotydéw wykorzystywaly jonizacje
przy pomocy wiazki elektronéw (ang. electron ionization, EI). Material analizo-
wano przez bezposrednie wstrzykniecie do komory jonizacyjnej duzej ilosci kwa-
séw nukleinowych, na przyklad w celu analizy N7-metylowanej guaniny wyko-
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rzystano 50 mg DNA [26]. Obecnie do analizy adduktéw uzywa si¢ DNA w ilo$ci
kilkudziesieciu mikrograméw, probki hydrolizuje si¢ enzymatycznie i frakcjonuje
chromatograficznie. Najczesciej wykorzystywane metody to chromatografia gazowa
z detektorem mas z chemiczng jonizacja ujemna, oraz polaczenie chromatografii
HPLC z jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym (elektrorozpraszanie, ang.
electrospray ionization, ESI) [9]. Chromatografia gazowa z detekcjg mas z chemiczng
jonizacja ujemna (GC-MS-NCI) jest z powodzeniem wykorzystywana do analizo-
wania kilku rodzajow adduktéw DNA powstajacych w wyniku alkilacji zasad DNA
przez N-nitrozoaminy, np. O%-butylguanina (O°BuG) [27, 28]. Wadj tej metody jest
koniecznos¢ tzw. derywatyzacji, czyli modyfikacji w celu przeksztalcenia trudno
lotnych zwigzkéw w ich lotne i trwale pochodne. Wprowadzona niedawno mody-
tikacja metody NCI, technika jonizacji pod ci$nieniem atmosferycznym (API) jest
wykorzystywana do detekeji nietrwalych i termicznie labilnych adduktéw DNA
[17,29].

Badania nad mozliwo$cig zastosowania spektrometrii mas do analizy uszkodzen
DNA zostaly zintensyfikowane po rozpowszechnieniu urzadzen wykorzystujacych
technike jonizacji przez elektrorozpraszanie. Spektrometry tego typu pozwalaja na
bezposrednig analize polarnych zwigzkdw bez potrzeby ich derywatyzacji i umozli-
wiajg bezposrednie podiaczenie chromatografii cieczowej (ang. liquid chromatogra-
phy, LC) wukladzie ,,on-line”. Technika ESI polega na tworzeniu w polu elektrycznym
aerozolu roztworu czgsteczek analizowanej substancji, ktore jonizuja si¢ podczas
odparowania rozpuszczalnika poprzez przylaczenie lub odlgczenie protonéw (lub
innych jonéw) [30]. Proces jonizacji w systemie ESI zachodzi w warunkach ci$nie-
nia atmosferycznego. Frakcje z LC (lub kompletna mieszanina) wprowadzane s3 do
majacej ksztalt stozka komory jonizacyjnej przez kapilarng sonde, na ktorej koniec
przykladane jest wysokie napiecie w stosunku do elektrody znajdujacej sie na koncu
stozka (zwykle pomiedzy 2 a 5 kV). Skutkuje to powstaniem gradientu potencjatu
w komorze jonizacyjnej. Przepltyw azotu wspotosiowy do stalowej kapilary skutkuje
powstaniem aerozolu natadowanych kropel, a po odparowaniu rozpuszczalnika do
powstania jonéw w fazie gazowej, ktére przez stozek komory jonizacyjnej przecho-
dza do prozni analizatora [31, 32].

Do badan adduktéw DNA w spektrometrach ze Zrédlem jonéw typu ESI naj-
cze$ciej wykorzystuje sie analizatory z systemem trzech kwadrupoli. Kwadrupol to
analizator zbudowany z czterech réwnoleglych, symetrycznych pretéw bedacych
elektrodami, miedzy ktérymi tworzone jest oscylujace pole elektryczne. Potréjny
kwadrupol umozliwia przeprowadzenie tandemowej spektrometrii mas. W ukta-
dzie takim pierwszy i trzeci kwadrupol (oznaczane jako Q1 i Q3) sg analizatorami
wartos$ci m/z jondw, a drugi kwadrupol (Q2) jest komora kolizyjng zawierajaca nie-
wielkg ilo$¢ argonu, gdzie analizowane jony poddawane sg fragmentacji indukowa-
nej kolizyjnie (CID). Dwie gléwne metody analizy adduktéow DNA w potréjnym
kwadrupolu to tryb kontroli wybranych jonéw (SIM) i tryb kontroli wybranych
reakcji (SRM). W analizie SIM pierwszy kwadrupol ustawiony jest w taki sposob,
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aby przepuszczat do detektora tylko okreslone jony, natomiast analiza SRM pozwala
na wybranie jonu w pierwszym kwadrupolu, ktory nastepnie w Q2 ulega dysocjacji
indukowanej kolizyjnie do jonéw, ktérych masy okreslane s3 w Q3 (schematycznie
przedstawione na Rys. 2) [10]. Polaczenie chromatografii HPLC ze spektrometrami
z jonizacja typu ESI i tandemowq spektrometriag mas (LC-ESI/MS/MS) wykorzy-
stane zostalo do analizy adduktéw DNA powstalych na wskutek dzialania kance-
rogennych nitrozoamin obecnych w dymie tytoniowym: 4-(metylnitrozoamino)-1-
-(3-pirydyl)-1-butanon i N’-nitrozonornikotyna [33-35], oraz adduktéw powsta-
tych na wskutek ekspozycji na policykliczne weglowodory aromatyczne [36].
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Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie metod analizy jondw z wykorzystaniem spektrometru z trzema
kwadrupolami
Figure 2. Scheme of methods of ion analysis in three-quadrupole mass spectrometer

Innym rodzajem urzadzenia wykorzystywanego do analizy adduktéw DNA jest
spektrometr mas z putapka jonowa (ang. ion trap, IT), umozliwiajacg akumulacje
wybranych jonéw w celu poprawy proporcji wartoséci sygnatu analizowanej substan-
cji do sygnalu tla (tzw. szumu) [17]. Spektrometry wykorzystujace putapki jonowe
zkwadrupolowym analizatorem mas (TQ/MS) sa rzadko uzywane do analizy adduk-
tow DNA indukowanych w warunkach in vivo poniewaz wolne tempo skanowa-
nia i jego matla czulo$¢ utrudniaja detekcje adduktow wystepujacych w sladowych
ilosciach. Dlatego w zastosowaniach bioanalitycznych czgsciej wykorzystywane sg
spektrometry z analizatorami bedacymi kwadrupolowa putapka jonowa (QIT/MS).
Réznica pomiedzy tymi dwoma technikami lezy w sposobie dzialania analizatora
masy. W technice TQ/MS analizator dziala jako filtr masy i w jednym momencie
przepuszcza tylko jony o okreslonej wartosci m/z. Technika QIT/MS pozwala na
przetrzymywanie jonéw i wyrzucanie do detektora kolejnych grup jonéw o okreslo-
nym m/z [17]. Technika ta powszechnie wykorzystywana jest do analizy adduktow
DNA bedacych pochodnymi 2-amino-1-metyl-6-fenyloimidazol[4,5-b] pirymidyny
(PhIP) [17, 37, 38].

Najbardziej czutg metoda spektrometrii mas, ktora moze by¢ wykorzystana do
analizy adduktéw DNA jest tzw. akceleratorowa spektrometria mas (ang. Accelerator
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Mass Spectrometry, AMS), ktora umozliwia wykrywanie jednego adduktu na 10"
nukleotydéw. Spektrometria AMS pozwala na rejestracje jonéw zawierajacych
rzadko wystepujace izotopy (np. **C) i ich oddzielenie od jondéw zawierajacych pozo-
state formy pierwiastka (np. *C). W klasycznej spektrometrii mas, wykrywalnos¢
metody (minimalna ilo§¢ atoméw substancji analizowanej) jest silnie ograniczona
poprzez wymaganie wysokiej rozdzielczo$ci masowej koniecznej do rozdzielenia
izobarow. Podstawowa réznica pomiedzy technikg AMS, a innymi metodami spek-
trometrii mas polega na nadaniu jonom duzego przyspieszenia poprzedzajacego
analize mas. Spektrometr AMS stanowi polaczenie dwoch rodzajow spektrome-
trow (Rys. 3). Pierwszy spektrometr mas o niskiej energii selekcjonuje jony ujemne
o wlasciwej masie i przepuszcza je do akceleratora. Dzigki obecnosci akceleratora
mas jony sg przyspieszane i przeladowywane tj. nastepuje zmiana fadunku jonow
na dodatni poprzez przepuszczanie tych jonow przez cienka warstwe substancji (np.
cienka folia weglowa), na ktorej zostaja elektrony. Jony po przyspieszeniu trafiajg
do spektrometru o wysokiej energii, gdzie selekcjonowane sa przez uktad kwadru-
pola pod wzgledem masy i fadunku, a nastepnie kierowane do ukladu magneséow
ponownie rozpedzajacych jony i selekcjonujacych je pod wzgledem przyspieszenia
zanim zostang poddane analizie na detektorze. Drugi spektrometr selekcjonuje jony
zawierajace rzadko wystepujace izotopy.

Spekrometr mas Spektrom_etr mas
o niskiej energii o wysokiej energii
Akcelerator
‘ZC ch
1IC o
| v Detektor
Zrédio
jonow

(tryb negatywny)

Rysunek 3. Schemat spektrometru wykorzystujacego technike AMS (zaznaczono kierunek przepltywu
jonow)
Figure 3. Scheme of AMS mass spectrometer (flow of ions is shown)

Gléwne ograniczenie techniki AMS polega na jej zaleznosci od obecnosci izoto-
péw "Club *H w badanej czasteczce. Oznacza to, ze obecnie technika ta ograniczona
jest przede wszystkim do uktadéw eksperymentalnych, w ktérych wykorzystuje sie
zwigzki znakowane wybranymi izotopami. Jednak podejmowane sg proby wyko-
rzystania techniki AMS do wykrywania adduktéw DNA indukowanych w ludzkim
materiale genetycznym przez naturalne czynniki zawierajace wegiel *C [39-41].
Modytikacje tej metody pozwalaja na oznaczanie 8-metylodeoksoguanozyny [42],
oraz adduktéw indukowanych przez oksaliplatyne [43] i adriamycyne [39].
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4. WYKORZYSTANIE SPEKTROMETRII MAS
DO ANALIZY METYLACJI DNA

Chemiczng modyfikacja struktury DNA wystepujacg naturalnie w komoérkach
kregowcow jest metylacja cytozyny. Metylacji podlega wegiel C5 pierscienia cytozyny,
w efekcie czego powstaje 5-metylocytozyna (5-mC). Szacuje sie, ze 5-mC stanowi
okoto 4% wszystkich nukleotydéw deoksycytozynowych w komérkach ludzkich
[44]. Metylacja cytozyn jest procesem enzymatycznym, katalizowanym przez mety-
lotransferazy DNA, w ktérym donorem grupy metylowej jest S-adenozylometionina.
W wiekszosci przypadkéow metylacja dotyczy sekwencji 5°-CG-3’ zwanych wyspami
CpG, lecz moze takze dotyczy¢ sekwencji CpA i CpT [45, 46]. Metylacja DNA jest
jednym z epigenetycznych mechanizméw kontroli ekspresji gendw, a metylacja
wysp CpG w okolicach promotorowych jest czynnikiem inicjujagcym zmiany struk-
tury chromatyny i wyciszenie transkrypcji. Metylacja DNA jest niezbedna dla pra-
widlowego rozwoju organizmu, a jej nieprawidlowy przebieg moze prowadzi¢ do
rozwoju wielu choréb. Bledy w metylacji DNA nagromadzajace si¢ wraz z wiekiem
mogg wplywac¢ na funkcjonowanie organizmu. Zmiany w metylacji DNA mogg akty-
wowaé onkogeny i hamowa¢ ekspresje gendéw supresorowych, przyczyniajac sie do
rozwoju nowotworéw. Szacuje sie, ze w nowotworach 5% wszystkich gendw jest
hipermetylowana [47].

Biorgc pod uwage jej znaczenie funkcjonalne metylacja DNA jest potencjal-
nie waznym klinicznym markerem molekularnym w diagnostyce nowotwordw.
Jedna z metod analitycznych stosowanych w praktyce diagnostycznej do bada-
nia metylacji DNA, réwniez w swoistych sekwencjach genowych, wykorzystuje
spektrometri¢ mas typu MALDI-ToF [48]. W przypadku jonizacji typu MALDI
(ang. matrix-assisted laser desorption-ionization) czasteczki analitu (w tym przy-
padku oligonukleotydy) ko-krystalizuja z czgsteczkami matrycy absorbujacej
promieniowanie ultrafioletowe generowane przez laser; zazwyczaj jako matryce
wykorzystuje si¢ kwasy aromatyczne. W efekcie naswietlenia laserem z mieszaniny
krysztaléw matrycy i analitu desorbowane sg protonowane czgsteczki analizowanej
substancji. Analizator czasu przelotu jonéw (ang. time of flight, ToF) rejestruje czas
przelotu zjonizowanych czasteczek (zwykle wynoszacy od 0,01 do 1 ms), ktdry jest
wprost proporcjonalny do pierwiastka z warto$ci m/z jonéw poddawanych anali-
zie. Spektrometry MALDI-ToF umozliwiajg analize czasteczek w szerokim zakresie
mas od kilkuset do kilkuset tysiecy Da [49, 50]. Metoda MALDI-ToF wykorzysty-
wana jest do pomiaru masy czasteczkowej produktéow reakcji PCR wykrywajacej
obecnos¢ 5-metylo-cytozyny. W pierwszym etapie analizy DNA jest denaturowane i
taktowane wodorosiarczanem, ktéry powoduje deaminacje cytozyny (C) do uracylu
(U), natomiast 5-metylo-cytozyna jest oporna na dziatanie tego zwiazku; konwersja
C do U powoduje zmiang zapisu sekwencji nukleotydéw w analizowanym genie.
Nastepnie w reakcji PCR wykorzystujacej startery swoiste dla wybranego genu i
uzupelnione o sekwencje rozpoznawana przez polimeraze RNA T7 syntetyzuje sie
ni¢, w ktérej w miejscu komplementarnym do U wystepuje A, a w miejscu kom-
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plementarnym do 5-me-C wystepuje G (produkt zawiera dodatkowo promotor
polimerazy RNA T7). W kolejnych cyklach PCR powielane s3 produkty zawierajace
pary A-T w miejscu pierwotnie zajmowanym przez nie metylowang cytozyne, oraz
pary G-C w miejscu pierwotnie zajmowanym przez metylowang cytozyne (ponadto
do produktéw wprowadzony zostaje tzw. tag kontrolny, wykorzystany pdzniej do
kontroli hydrolizy RNA). W nastepnym etapie przeprowadza si¢ transkrypcje in
vitro katalizowang przez polimeraz¢ RNA T7, w wyniku ktorej powstaja czasteczki
RNA zawierajace A w miejscu nie metylowanej cytozyny i G w miejscu metylowane;j
cytozyny. Powstale produkty trawione sg przez endorybonukleaze T1, ktdra prze-
cina RNA po stronie 3’ guaniny. W efekcie trawienia powstajg réznigce si¢ dtugosciag
czasteczki, w ktérych prekursorach wystepowata metylowana (krétsze; im wigcej
miejsc metylacji tym wiecej guanin w czasteczce RNA rozpoznawanych przez endo-
nukleaze T1) lub nie metylowana cytozyna (dtuzsze) (schemat na Rys. 4). Wielko$¢
czasteczek RNA wygenerowanych w opisanej wyzej procedurze analizowana jest
metodg MALDI-ToF [48, 51-55].

met met
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matrycaDNA e . iy -
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Rysunek 4.  Schemat metody analizy metylacji DNA wykorzystujacej reakcje PCR i pomiar mas produktow
metoda MALDI-ToF (na podstawie [54])

Figure 4. Scheme of methods of analysis of DNA methylation that based on PCR reaction and assessment
of mass of products with MALDI-ToF spectrometry (based on [54])

Do wykrywania obecnoéci w DNA 5-metylo-cytozyny stosuje sie takze tech-
niki wykorzystujace opisane wczesniej potaczenie chromatografii cieczowej z tande-
mowa spektrometrig mas typu ESI (LC-ESI-MS/MS). Metoda ta wymaga hydrolizy
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DNA do mononukleotydéw (np. w obecnosci kwasu mréowkowego) i rozdzielenie
cytozyny od 5-metylocytozyny za pomoca chromatografii wykorzystujacej jako
no$nik kwas fluoroantymonowy [56, 57]. Metoda ta umozliwia globalny pomiar
5-metylo-cytozyny, nie pozwala jednak na analize swoistego wzoru metylacji
w obrebie poszczegolnych gendw.

PODSUMOWANIE

Modyfikacje DNA, zaréwno uszkodzenia nukleotydéw indukowane np. przez
srodowiskowe zwigzki kancerogenne, jak i endogenna metylacja cytozyn, stano-
wig bardzo wazny czynnik regulujacy funkcjonowanie organizmu i majacy istotny
wplyw na ryzyko groznych choréb (przede wszystkim choréb nowotworowych).
Mozliwos¢ jakosciowej i ilosciowej analizy tych modyfikacji ma olbrzymie znaczenie
praktyczne, nie tylko dla badan naukowych, ale rowniez dla diagnostyki medyczne;.
Techniki spektrometrii mas (zwtaszcza w potaczeniu z technikami chromatograficz-
nymi), ze wzgledu na relatywnie wysoka czuto$¢ oraz mozliwo$¢ analizy ztozonych
mieszanin biologicznych, wydaja si¢ by¢ bardzo dobrym narzedziem analitycznym
dla badania modyfikacji materialu genetycznego. Racjonalne wykorzystanie tych
narzedzi wymaga oczywiscie optymalnego dostosowania wlasciwosci roznych typow
spektrometrow do konkretnej aplikacji praktycznej. Mozna jednak przypuszczaé, ze
w przyszto$ci metody spektrometrii mas wejda do szerszej praktyki laboratoryjnej
i beda wykorzystywane dla celéw medycznych réwniez w aspekcie analizy modyfi-
kacji i uszkodzen materialu genetycznego.
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